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摘  要 
 
p38 是属于 MAPK 家族的激酶，包括 p38α和 p38β。它们都是丝氨酸/苏氨酸类型的激酶。
它们在炎症及环境应激介导的信号传导中起很重要的作用。p38 也调节信号途径中不同的下
游激酶，包括 PRAK 和 MK2 (或者称 MAPKAPK2)。PRAK 和 MK2 都能被 p38α 和 p38β激
活。 
内源性的 PRAK 主要存在于细胞质中，然而异位表达的 PRAK 则主要在细胞核中。有意
思的是，p38α和 p38β在细胞中的定位不一样，p38α主要在细胞核中而 p38β则主要在细胞质
中；并且 p38α和 p38β调节 PRAK 使其在核质中的分布情况也不同，p38α和 PRAK 共表达则
引起 PRAK 的核质分布发生变化，由原来主要在细胞核中变为整个细胞都有，p38β和 PRAK
共表达则引起 PRAK 的核质分布由原来主要在细胞核中变为分布在细胞质中，然而这种不同
的调节机制还不清楚。 
我们利用绿色荧光蛋白和 PRAK 构建成融合蛋白来研究 PRAK 的亚细胞分布。PRAK 含
有一个核定位信号（NLS）和一个核输出信号（NES）。在静息细胞中 GFP-PRAK 同异位表
达的 PRAK 一样主要分布在细胞核中。一旦受到应激作用，这种融合蛋白就立即转位到细胞
质中，说明此激酶的核质定位是与 NLS 和 NES 的活性相关的。p38α和β亚型的氨基酸序列大
约有 74％的同源性，尽管如此高的同源性，它们对调节 GFP-PRAK 核质分布的能力还是有
显著不同。我们通过构建 p38α和β亚型的嵌合体，以定位它们对 GFP-PRAK 核质分布的不同
调节能力的区域。结果显示从 p38 的第 78 位残基到 176 位残基以及从 272 位残基到 351 位残
基之间的两个区域是 p38α和β亚型调节 GFP-PRAK 不同的核质分布的关键性区域。为了进一
步理解 GFP-PRAK 的核质转位的机制，我们进一步对从 78 位残基到 176 位残基之间的区域
进行了点突变，同时也构建了 GFP-PRAK 的一些功能性突变体，包括激酶失活突变体、组成
性激酶激活突变体、核输出信号失活突变体和核定位信号失活突变体。我们的结果显示 p38α
的第 175 位苏氨酸和 p38β的第 94 位苏氨酸是调节 GFP-PRAK 核质分布的关键性氨基酸。 


















Identification of the region of p38α and p38β regulating the different 
intracellular localization of PRAK 
 
Abstract: The p38 kinase belongs to the superfamily of mitogen-activated protein kinases (MAPK). 
It has many isoforms, including p38alpha and p38beta. They are serine/threonine kinases. They are 
important mediators of signal transduction for inflammatory stimuli and environmental stress. The 
p38 MAPK in turn regulate a variety of downstream protein kinases, including the p38 
regulated/activated protein kinase (PRAK), and the p38 MAPK-activated protein kinase 2 
(MAPKAPK2 or MK2). PRAK and MK2 can be activated by both p38alpha and p38beta isoforms. 
The endogenous PRAK is predominantly localized in the cytoplasm, whereas ectopically expressed 
PRAK is mainly localized in the nucleus. Interestingly, the two p38 isoforms are differentially 
localized in the cell, with the alpha isoform predominantly localized in the nucleus and the beta 
isoform in the cytoplasm. Consistently, p38alpha can cause subcellular redistribution of PRAK to 
the whole cell, while p38beta that is normally seen in the cytoplasm can redirect PRAK to the 
cytoplasm. However, the means by which PRAK is differentially redistributed by the two different 
p38alpha and p38beta is still not clear. 
Here we have used enhanced green fluorescent protein-PRAK fusion protein (GFP-PRAK) to 
analyze the regulation of the intracellular localization of PRAK, which contains both a putative 
nuclear localization signal (NLS) and a leucine-rich nuclear export signal (NES). In resting cells, 
GFP-PRAK is located predominantly in the nucleus like the ectopically expressed PRAK; upon 
stress, it rapidly translocated to the cytoplasm, indicating that the subcellular distribution of this 
kinase is determined by the relative activity of NLS and NES. Protein sequence alignment of 
p38alpha and p38beta indicates that they share ~74% sequence identity. Despite that, these two 
isoforms appear to be distinct in their ability to redistribute the GFP-PRAK fusion protein. 
Furthermore, we constructed hybrid proteins of p38alpha and p38beta isforms to map the difference 
in their redistributing capacity for the GFP-PRAK. Our results reveal both the region of aa 78 to 
176 and the region between aa 272 and 351 of p38 are essential for efficient export of GFP-PRAK. 
Furthermore, the results obtained with a series of point mutations between aa 78 and 176 of p38 














of GFP-PRAK. To further understand the molecular mechanism of the nucleocytoplasmic 
translocation of GFP-PRAK, we created a series of mutants PRAK proteins that are kinase activity 
dead, kinase constitutive, defective in nuclear export (NESmut), or NLSmut. We then examined the 
effect of the p38 mutants, p38betaT94R and p38alphaT175A on the nucleotcytoplasmic translocation of 
the PRAK. Results indicate that threonine-94 of p38beta and threonine-175 of p38alpha play 
important roles in regulating the subcellular redistribution of GFP-PRAK.  
Taken together, the results of our current study show that the two p38 isoforms, p38alpha and p38beta, may 
use different mechanisms in the regulation of PRAK subcellular re-distribution. 
 




















































很多运载转运物通过 NPC 的蛋白质载体是属于 importinβ/karyopherinβ家族的，该家族
称为 karyopherins，负责核输入的为 importins，负责核输出的为 exportins。其它结构上不相关




现的。第一个被鉴定的核定位信号是 SV-40 病毒的大 T 抗原(large-T antigen) [3,4]。该序列





















体-载体假说(Soluble Receptor-Carrier Hypothesis)的正确性[7,9]。 
其它三种胞质转运因子包括：Ran(一种小 G 蛋白，也称 TC4) [10]、NTF2(也称 p10、 pp15) 
[11,12]和 importinβ(也称 karyopherinβ、p97、PTAC58) [13,14]。目前实验表明单独的 importinα自
身不能和 NPC 相互作用，而是作为一种接头分子(adapter)结合到 importinβ上，importinβ作
为载体分子(carrier)实现转位核孔复合体。 
目前该领域取得了很大进展，发现许多核蛋白并不含有单分或二分 NLSs，这说明存在其
它进核的机制或者结合到含有典型 NLS 的转运物上而进核的机制。hnRNPA1 就是一例，这
种丰余(abundant)蛋白能有效地在核质中穿梭，但是负责穿梭(shuttling)的是富含甘氨酸和天冬
氨酸且不和 importinα结合的 M9[15]，然而 M9 识别和 importinβ相关的 transportin(或
karyopherinβ2)[16]。 




核质转运问题复杂化。第一类转录因子是酵母蛋白 Mex67 和它的哺乳动物同源物 TAP[20,21]。
第二类转录因子如蛋白质 hnRNPK 和β-catenin，两者很可能都通过直接和 NPC 相互作用而
进核[22,23]。 
1.1 Importin 
Importin 的主要特点是 Ran-GTP 和转运物竞争性结合 Importin，因此在细胞质中
Ran-GTP 的浓度非常低的情况下，importin 能和转运物结合。而在细胞核中由于 Ran-GTP 的
浓度很高，因此 importin 能够释放转运物。 
Importinβ能直接转运转运物，也能通过接头蛋白转运转运物。 著名的接头蛋白是
importinα，分子量为 55Kda，它能和典型的 NLS 序列相结合。在芽殖酵母中只发现一个
importinα的基因，但在哺乳动物中发现有六种异形体(主要是 C-末端的差异) [24]。Importinβ
的其它接头分子包括：能结合到 m7G 帽化的 U sn-RNA 的 Snurportin、能结合到 RPA 的蛙蛋
白 XRIPα和易化组蛋白 H1 核输入的 importin7[25,26,27]。Importinα的 N-末端是和 importinβ















Tat 和 Rev 的 NLS 基序有明显的相关性。 
异质性(heterogeneity)突出了在从数据库中鉴定 karyopherin 超家族新成员的困难。在整个
超家族中，和 Ran 结合结构域的序列相似性大约只有 10％，在和 Ran 结合的核心基序中没有
发现不变残基的存在[29]。 
importinα和 importinβ在结构上有惊人的相似之处[30,31]。和 importinβ形成复合物的 IBB
结构域的晶体结构中，有以下几个特点：(1)在这复合物中，IBB 结构域的 24 到 51 之间的残
基折叠成一个α-螺旋结构。(2)从缺失作图(deletion mapping)中显示，主要和 importinβ相作
用的区域存在于 C-末端部分。(3)和 Ran 中的碱性部分相互作用的酸性噜卟也和 IBB 结构域
直接相互作用，这和 importinβ结合这两种蛋白是相互排斥的相一致。Importinβ能结合其它
接头蛋白，也能结合特别的转运物如 Tat 和 Rev。这些转运物蛋白有富含精氨酸的基序，能形
成 IBB 样α-螺旋[28]。 
1.2 其它核输入信号和转运载体 
在酵母中 karyopherin 家族有 10 个成员为 importins[32]。哺乳动物的 importins 数量至少是












有效 NESs，如 NFAT 转录因子的 NES 序列 IVAAINALTT 就是一例[40]。除此之外，有些和
PKI/Rev NES 精确匹配的转录因子并不具有核输出功能，这可能是因为它们没有暴露于蛋白
质表面的缘故。 














钙离子存在下和 Calcineurin 相结合，NFAT 含有一个 NES 和一个或两个 NLS(依异型体而定)，
能组成性穿梭于核质，因此 NES 被 Calcineurin 封闭后聚集于核内[42]。 
与通过封闭 NES 或 NLS 相反，另外一种调控方式就是通过形成复合物来进行调控。如
裂殖酵母的蛋白 Mei2(减数分裂必需蛋白)的核输入必须和一种小 RNA(mei-RNA)相结合，才
能聚集于细胞核[43]。yAP1(一种氧应激反应转录因子)则通过另外一种机制控制核质定位。
yAP1 NES 中的半胱氨酸残基对细胞的氧化还原态敏感，它们的氧化阻止了和 Crm1 的相互作
用[44]，进而阻止了核输出。 
2.1 Exportins 
研究 清楚的 exportins 有 Crm1/Xpo1 和 Tap-1/Mex67。前者是识别富含亮氨酸的 NESs，
后者是 mRNA 的核输出所必须。另外，有一个和 exportin 无关的因子 calreticulin 也被较详细
研究，它能易化类固醇受体的核输出且能在内质网做分子伴侣(chaperone)。 
Crm1/Xpo1 Ran-GTP 和具有 NES 的转运物形成稳定的三重复合物[34,45]。该复合物通过
NPCs 核输出且随着 Ran-GTP 的水解而解离，然后空载的 Crm1 重新回到细胞核。抗真菌的
细霉素 B(leptomycinB,LMB)能高度特异且有效的抑制 Crm1[34,35]。在芽殖酵母中发现的同源物
Xpo1 不具有这个半胱氨酸，因此对 LMB 具有抗性。 
Crm1 核输出的转运物大多自身具有 NES。但是 60S 核糖体亚单位使用一种接头分子
Nmd3[46]与 Crm1 结合。Nmd3 有一个典型的疏水 NES 序列，和核糖体蛋白 Rpl10 相结合。 
2.2 其它 exportins 
芽殖酵母中有四种已知的 Karyopherin 家族的 exportins，包括 Crm1 和 Kap142/Msn5。哺
乳动物具有一种特有的转运分子 exportin4[47]。exportin4 能转运 eIF-5A 的核输出[47]。Cse1(等
价于哺乳动物的 Cas)负责 importinα返回到细胞质[48,49]。它识别 importinα的保守序列，同时






回到细胞质。很多人认为这个过程是个不依赖 Crm1 的机制 [52]。然而还不能确定是否


















或 exportins。在酵母中 Msn5 是作为三聚体复制蛋白 RPA 的 importin 和对其它转运物(它们只
有在被磷酸化的情况下才能被识别)的 exportin[54,55,56]。 
2.3  RNA 的核输出信号  
Los1(exportin-t)负责 tRNAs 的核输出，也是已知能直接结合到 RNA 上仅有的
karyopherin[57,58]。但是 Los1 并不是存活所必需，至今也没有发现其它的核输出 tRNA 的
exportins。缺少 Los1 的酵母通过 tRNA 的被动扩散而存活。Los1 可能只是易化成熟的 tRNA
的核输出[57,59]。在 tRNA 的核输出过程中，核中可能存在氨酰 tRNA 合成酶和其它的辅助因
子如 Arc1 等，能易化 exportin-t 的装载过程[60]，又或许通过不依赖 exportin 的机制或者通过
鳌合细胞质中 tRNAs，驱动 tRNA 的被动核输出。显然 tRNA 的核输出还有待于解决。 
其它类的 RNA，如 rRNA 和 mRNA，当微注射到非洲爪蟾卵母细胞核中并不和 tRNA 发
生竞争作用，显示它们利用和 exportin-t 不同的机制进行核输出[8]。大部分 mRNAs 都是以前
体形式被转录出来，经过剪接、修饰和装配到 RNP 复合体中之后才被核输出。不同类型的
mRNA 招募不同的 RNP 蛋白，其中一些 RNP 蛋白在核输出前就解离，另一些在转位过程中
依然保持结合状态，然后在细胞质中释放 mRNA 后重新核输入。 
猿猴 D 型反转录病毒含有一种作为组成型转运单元(constitutive transport element，CTE)
的独特 RNA 序列[61]。CTE 招募一种称为 TAP 的细胞因子，通过它避免剪接机制的核滞留，
促进病毒 RNA 的核输出[21]，因此 TAP(也称 NXF1)是一种核输出因子。高浓度的 CTE mRNA































胞质[50]。这种不对称使 Ran-GTP 的跨 NPC 有很大的浓度差，这种浓度差与核输入或核
输出速度相关[67]。 
Ran-GTPase 系统依赖于核内高浓度 Ran-GTP 的维持。Ran-GTP 促使核输入载体和
转运物解离而促进 exportin 和转运物复合物的形成。已证实在核输出和核输入中，都要
求跨核膜的 Ran-GTP 浓度差的存在[68,69]。 
这产生两种结果，第一，在逆浓度聚集转运物时需要 Ran 而不是具体转运分子。
第二，每个完整的转运循环伴随一个分子的 Ran-GTP 分子的核输出[63,70]。 
然而 Ran 浓度是如何维持的呢？第一，Ran-GTP 在核中合成而在细胞质中水解；
第二，在被 transportin 或者其它 karyopherins 释放后 Ran 返回核中[71]。Ran 上 GTP 的水
解被 RanGAP 的 GTPase 激活蛋白催化，鸟嘌呤交换反应在核中被 RanGEF 催化。两者




促进从 Ran 上释放鸟嘌呤核苷酸，同时稳定 Ran 无核苷酸的状态[71,75]。 
RanGEF N 末端含有一个单分 NLS。RCC1 在通过 importinα- importinβ系统进行核
输入中需要这个 NLS。然而，缺失这个 NLS 并不能阻止它的核输入，这说明有第二种


















散的上限。在芽殖酵母中，RanGAP 含有一个 NLS 和几个 NES 序列，显示它可能是在
核质中穿梭且它的细胞质定位是依赖于 Crm1 的核输出蛋白活性[78]。 
通过质谱分析显示 RanGAP 被 8KDa 的泛素相关的多肽 GMP1 或称 SUMO-1 修饰
[79]。SUMO 化有抑制泛素介导的蛋白质降解的功能[80]。在 RanGAP 中，SUMO 化能使
蛋白定位到 NPC 细胞质纤维(fibrils)中的 Nup358/RanBP2 上[81]。这种定位能增加
RanGAP 水解 Ran-GTP 的效率。但在芽殖酵母中 RanGAP 没有 SUMO 修饰。 
RanGAP 活性受到 Karyopherins 的限制[67]。必须要有第二种因子和该复合物相互作
用才能使 RanGAP 发挥作用。该因子是一种 Ran 结合蛋白 RanBP1。 
RanBP1 主要由 Ran 结合结构域组成(RanBD) [82]。哺乳动物的 RanBP1 的 C 末端有
一个核输出信号并通过 N 末端形成二聚体化[83]。在芽殖酵母中，RanBD 中含有核输出
信号[84]。核输出信号不仅仅只是一种防止 RanBP1 渗漏到核中的安全机制。RanBP1 迅
速地在 NPC 中穿梭，其核输入机制还没被彻底理解，但已有证据表明它是不依赖于载
体分子的[84]。 
RanBD 对 Ran-GTP 的亲和性很高[85]。Ran 自身只有微弱的水解 GTP 的活性，但一
个 RanBD 大约能增加 10 倍的 RanGAP 活性[82]。这是如何起作用的呢？一种原因可能
是在缺少 RanBD 时，酸性 DEDDDL 序列和 Ran-GTP 相互作用，引起的构型改变。这
种构型将降低 Ran-GTP 对 RanGAP 的亲和性。RanBD 的结合推开了 Ran 的 C 末端，易
化 Ran-GTP 与 RanGAP 的结合。 
 
（四） 转运载体和接头分子的再循环 
典型的 NLS 转运物由 importinα-importinβ 二聚体复合物介导核输入。Importinβ 通
过结合 Ran-GTP 回到细胞质，但是 importinα 需要进行核输出，karyopherin 家族的另
外一个成员，Cas(芽殖酵母中的 Cse1)执行这个任务[49]。与 Crm1 一样，它与 Ran-GTP 、
转运物和 importinα 形成三体复合物，通过 NPC 转位，在细胞质中水解 Ran-GTP 释放
转运物。 
在后口动物(metazoa)中 U snRNA 前体是在细胞质中加工后重新输入到细胞核的。
这些 RNAs 和被称为帽子结合复合物(cap binding complex,CBC)异二聚体结合，随后和
接头蛋白 PHAX 结合。核中 PHAX 被磷酸化并且和 exportin、Crm1 和 Ran-GTP 相互作
















（五） Ran 的回核循环 
每个 Ran 依赖的转运循环，每次至少运送一个 Ran 分子到细胞质，它们必须重新
回到细胞核且转化为 GTP 结合态。虽然 Ran 能够自由扩散通过 NPC，但是通过自由扩
散的被动转运率太低不足以维持核质转运的要求。因此细胞提供了一种转运因子
NTF2(也称 p10)来易化 Ran 转运[12,87]。很多证据表明 NFT2-Ran-GDP 复合物和 NPC 相
结合，通过易化扩散作用转运到核中，然后 RanGEF 转换 Ran 的 GTP 态促使该复合物
解离[88]。NTF2 是个小分子(15KD)，能快速的扩散，它能形成同二聚体以至在每个循环
中有两个 Ran-GDP 分子被转位[89]。 
Ran 能通过被动扩散核输入提示着只要有足够高的 Ran 浓度或许至少可以部分克
服对 NTF2 的依赖。已发现在酵母中过量表达 Ran 可以排除对 NTF2 的依赖[90]。过量表
达 NTF2 能抑制一些类型的 Ran 等位基因的突变[91]。高浓度的 Ran 也能够代替在可渗
透细胞核输入试验中对 NTF2 的需要[11]。 
是否还存在 Ran 核输入的其它机制？另一个 Ran 结合蛋白 Mog1 能够挽救由特定
酵母 Ran 等位基因突变引起的生长缺陷[92]。然而 Mog1 不是存活所必需，它的缺少引
起核蛋白核输入的缺陷，但这个缺陷可被 NTF2 的过量表达抑制。 
另一种 Ran 核输入的可能机制是通过 RanBP1 和 karyopherins(如 importinβ)与




Ran-GTP 的高浓度下，很多 Crm1 既使在无转运物存在的条件下也可能结合到 Ran-GTP
上，这个 Crm1/Ran-GTP 复合物能通过 NPCs 转运到细胞质，在那里 Ran-GTP 被水解，
这种 Crm1 的无用循环将耗尽 Ran 的核质浓度梯度。 
Crm1 利用共因子 RanBP3、Nxt1 和 RanBP1 及 eIF-5A 一起结合潜在的 NES，帮助
载有转运物的Crm1和 nucleoporins结合，同时促进转运物在细胞质中的卸载[94]。RanBP3
能直接结合 Crm1，该复合物可提高对 Ran-GTP 和转运物 NES 的亲和性[95]。 
Nxt1 也称 p15，起初作为一种病毒 RNA 核输出的共因子，和在 Ran-GDP 核输入
中起作用的 NTF2 相关 [20]。在 Crm1 介导的核输出中它和 RanBP3 的作用有很大不同，














地过程中起作用。Nxt1 直接结合到 Crm1 上并在将输出复合物转运到 NPC 的细胞质面
中起作用。另一个共因子 RanBP1 能易化输出复合物的解离和从 NPC 释放到细胞质[96]。 
所有这些共因子都能在核质穿梭，至少 RanBP3 和 RanBP1 的转移能被细霉素 B 抑





p38(p38α)是在研究细菌内毒素 LPS 如何诱导细胞因子表达中发现的[98,99]。P38 家
族成员包括：p38α、 p38β、p38γ(也称 ERK6 或 SAPK3)和 p38δ(SAPK4)[100,101,102]。p38α
和 β对于 pyridinyl imidazole 衍生物敏感,而 p38γ和 δ则不敏感。p38 被上游激酶 MKK3
和 MKK6 磷酸化激活，同时也激活下游底物转录因子、MAPKAPK2/3、MNK1/2 和
p38-regulated/activated protein kinase(PRAK) [103,104]。p38α、 p38β对 PRAK 的核质分布
具有明显的调节作用。进一步了解 p38α、 p38β 在调节 PRAK 核质定位的分子机制,探
讨 p38α、 p38β 核质转运的机理,是我们研究的主要目的。应用分子生物学和细胞生物
学手段研究 p38 信号转导中的一些激酶的调节作用方式。希望通过分析 p38 与下游激酶





























1.  主要材料与试剂 
1.1  质粒、菌株、细胞株 
质粒 pcDNA3                       Invitrogen 公司 
大肠杆菌 DH5α                     由本实验室保存 
大肠杆菌 Sure                       由本实验室保存 
人肾 293T 细胞株                    由本实验室保存 
1.2  工具酶 
限制性内切酶                        Promega 公司 
T4DNA 连接酶                       Invitrogen 公司 
Taq DNA 聚合酶                     宝生生物工程公司 
DpnⅠ                              New England BioLabs 公司 
Pfu DNA 聚合酶                     Stratagene 公司         
1.3 抗体 
Anti-Flag M2 抗体                    Sigma 公司                             
罗丹明标记羊抗鼠 IgG1               Santa Cruz 公司 
1.4 主要化学试剂 
氨苄青霉素                         上海 sangon 公司 
琼脂糖                             上海 sangon 公司 
DNA Marker                         Fermentas 公司  
Dosper 转染试剂                     Roche 公司  
微量胶回收试剂盒                   上海华舜公司 
其它化学试剂                       进口或国产分析纯                       
1.5 哺乳动物细胞培养试剂 
RPMI1640 medium                   Gibco BRL 
特级无支原体小牛血清               杭州四季青 















由上海 sangon 公司进行，PAGE 纯化，纯度大于 98％。 
2.  溶液配置 
LB 培养基 
1％胰蛋白胨，1％NaCl，0.5％酵母提取物，用 NaOH 调 pH 至 7.0，固体培养基，
再加 1.5％琼脂，在 1.034×105Pa 高压蒸汽灭菌 20min。 
氨苄青霉素储存液 










葡萄糖50mmol/L，EDTA 10mmol/L，Tris-HCl 25mmol/L，pH8.0。 
溶液Ⅱ 
NaOH 0.2mol/L，SDS 1% 现配现用。 
溶液Ⅲ 
取5mol/L NaAc 60ml，冰乙酸11.5ml，混合后加ddH2O至100mL。 
1×TE缓冲液 
Tris-HCl 10mmol/L(pH8.0)，EDTA 1mmol/L(pH8.0)。 
50×TAE 
























3.  主要仪器 
洁净工作台                         Baker Company 
CO2 培养箱                         Thermo Forma  
恒温振荡器                         江苏太仓实验设备厂 
PowerPac200 电泳仪                  Bio-Rad 公司 
加样枪                             Eppendorf 公司 
微量离心机                         Beckman Coulter 
激光扫描共聚焦显微镜               Bio-Rad 公司 
PCR 仪                             Biometra 公司 
DU 640 核酸蛋白检测仪              Beckman 公司 
纯水系统                           Millipore 公司 
高压灭菌锅                         Hirayama 公司 
 
(二)方法 
1  质粒小量提取 
1) 挑取单菌落，接种于2mL LB(Amp+)液体培养基中，37℃振荡培养过夜； 
2) 取1.5mL 菌液于1.5mLEppendorf 管中，14000rpm离心30sec，弃上清，在纸上扣干； 





















9) 加入30uL 1×TE缓冲液溶解沉淀，-20℃储存备用。 
2  碱裂解法大量制备质粒DNA 
1) 将单菌落挑到 500ml LB，Amp+培养液中，37℃ ，振荡培养过夜； 
2) 4℃ 5000rpm 离心 20min，收集细菌，去上清； 
3) 将沉淀重悬浮于 10ml 溶液 I 中，加 1ml 新配的溶菌酶（10mg/ml）； 
4) 每瓶中加入 20ml 新配制的溶液 II，轻轻颠倒离心瓶几次，混匀，室温放置 10min； 
5) 加 15ml 预冷的溶液Ⅲ，混匀，冰上放置 10min，室温下离心，12000rpm，15min； 
6) 弃上清，室温下，70％乙醇洗涤，通风厨中晾干； 
7) 加 3ml TE 溶解，并转入 15ml 离心管中。加入 3ml 预冷的 5M LiCl 并混匀，4℃ 
10000rpm 离心 10min； 
8) 将上清转移到另一 15ml 离心管中，加入等体积的异丙醇混匀，室温 12000rpm 离
心 10min； 
9) 弃上清，70％乙醇洗涤 DNA，通风厨中干燥； 
10) 加 500uL TE(pH8.0)，内含无 DNA 酶的 RNA 酶 A(RNA 酶 A 溶液)，转入 Eppendorf
管中，室温放置 30min； 
11) 加入 500 uL 含 13％(W/V) PEG 的 1.5M 的 NaCl 溶液，混匀，4℃放置 30min； 
12) 4℃ 12000g 离心 5min 回收 DNA； 
13) 弃上清，用 400uL TE(pH8.0)溶解 DNA，用酚:氯仿抽提一次，将水相转到另一个
Eppendorf 管中，加 100uL 10M 乙酸铵溶液，充分混匀，加两倍体积无水乙醇，室
温放置 10min，于 4℃ 12000g 离心 5min； 
14) 弃上清，加 200uL 4℃的 70％乙醇洗涤，凉干； 
15) 加 500uL TE(pH8.0)溶解，-20℃储存备用。 
3  PCR 扩增目的片段 
反应体系(50ul) 
10×反应缓冲液                     2ul 
引物 1                             100ng 
引物 2                             100ng 
10mM dNTP                        0.5ul 
模板                               1ng 
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